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@ Verfahren zur spezifischen Vervielfaitigung von langen Nukieinsauren durch PGR 

@ Die Erfindung betrifft eine Enzymmischung, bestehend 
aus zwei thermostabilen DNA-Polymerasen mit und ohne 
proofreading-Alctlvitat, einer thermostabilen Pyrophosphata- 
se sowie weiterer Hitfssubstanzen fur die PGR und deren 
Ven/vendung zur Vervielfaitigung von besonders iangen 
einzel- und doppelstrangigen Nukleotid-Fragmenten. Das 
Verfahren zur Vervielfaitigung der langen DNA-Fragmente 
zeichnet sich tnsbesondere durch die Venvendung der 
Enzymmischung, eines Tricine-NHg Puffers, und einer Elon- 
gationstemperatur von ca. 68** C aus. 
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Bescfareibung 



Die Erfindung betrifft eme Enzymmischung bzw. deren Verwendung zur sperifechen VervielSltigung von 
besonders Xangen Nukleinsauresequenzen durcb die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) bzw. ein Verfahrai 
zum spezifischen Nachweis solcher Nukleinsauresequenzen in Gegenwart einer Probe, insbesondere in biologi- 
schenFlussigkeiten, , . ^ * - ^ 

Die Vennehnmg von dnzeU bzw. doppelstrSngigen Nukleinsauresequenzen m Gegenwart bestimmter Pn- 
mer und eines die Polymeriradon induzierenden Agenzes, wie z. E hitzestabile DN A-Polymerasen oder reverse 
Transkriptasen, finden heutzutage eine breite Anwendung in der Molekularbiologie, molekularen Evolution, 
genetischen Untersuchungea Forenak. Genom Analyse und Sequenzierung und insbesondere in der klinischen 
Diagnostik. Das mehrere Qrdcn durcblaufende Verfahren ist hinlangfich als Polymerase-Ketten-Reaktion 
(PCR) bekannt (EP 0 200 362. EP 0 258 017. Saiki et al, 1985. Science 230: 1350- 1354). Die PCR-Reaktion wird 
ttblicherweise mit Hilfe der thermophflen DN A-Polymerase aus Thenmis aquaticus, sogenannter Taq-Polymera- 
se durchgefuhrt Dieses sogenannte klassiscbe PCR-Verfahren zeigt jedoch eine limitation wenn PCR Frag- 
mente groBer als 3 kb verviel^tigt werden rollen. Diese Limitation ist wahrscfadnlich durdi die die f ehlerhafte 
Ablesung des Enzyms bei dem PolymerisationsprozeB zuriickzufuhren. 

Daher wenlen heutc faaufig DNA-Polymerasen wie z. a aus Pyroooccus furiosus, sogenannte Pfu-Polymera- 
sen verwendet (Lundberg. KS. et al. Gene 108 (1991) 1-6). Die Pfu-Polymerase zeichnet sich durch erne 
zusatzliche Aktivitat und zwar eine intrinsische 3'-(editing>exonuclease-Aktivitat (proofreading activity) aus 
und ist so imstande. die Mutationsrate pro Cydus betrachtlich. und zwar urn den Faktor von unge^ 10, zu 
vennindera. Es hat sich jedodi gezagt. daS die proofreading-Polymerasen bd der VCTviel^ltigung von kurzen 
Sequenzen, d h. bis ca. 3 kb. an ihre Graizen stoBen. Ene Veri)esserung m dieser Hmsidit ist von W. Barnes, m 
Proa NatL Acad Sd. USA 91 (1994). 2216-2220 bzw. WO 94/26766 beschrieben. Die Verbessening nach Barnes 
besteht in dem Einsatz einer Mischun& bestehend aus zwd versdiiedenen DNA-Polymerasen, wobei die eme 
sogenannte proofreading-Aktivitat (wie z. B. Pfa) und die andere. im OberschuB vorliegende DNA-Polymerase 
keine proofreading-Akdvitat (wie z. Bw Taq) aufweisL Dadurch wird die Amplifikation von langeren DNA-Se- 
quenzen. d k von bis zu 35 kb an Lambda DNA und 293 kb an humaner DNA (Cheng et aL (1995) PGR Methods 
and Applications 4: 294— 298X jeweils abhangig von den verwendeten Primem. den Cyclenbedmgungen bzw. 
Cydenanzahl oder sonstigen Bedmgungen. eine hohere Effizienz als auch Ausbeute erzielt Obwohl nun Nu- 
kleinsauresequenzen bis zu 29 kb an human genomischer DNA und 42 kb an Lambda DNA amplifiriert werden 
k6nnen.sinddieAusbeutendennochrelativniedrig. ^ . 

Eine Optimienmg der PCR kann dariiber hmaus nach dem Stand der Technik durch die Reduzierung der 
Menge an Pyrophosphat in der Reaktionsmischung erreicht werden. Als Pyrophosphat-reduzierendes Agenz 
wurde msbesondere eine Pyrophosphatase verwendet (WO 90/1211 1, WO 94/05797). Der Zusatz emer thermo- 
stabilen Pyrophosposphatase aus Thermus aquations zur PCR fuhrte danadb zu emer Verdopplung der Produk- 
tion der PCR-Produkte im Vei^wch zur PCR ohne Pyrophosphatase (WO 90/12111). Kiselev et aL 
(WO 94/05797) verwendeten fur den selben Zweck eine thermostabile Pyrophosphatase aus E ooli oder aus 
Thermus thermophilus. Wahrend sich jedoch die Pyrophosphatase aus E. coU als nicht ausreichend tfiermostaba 
unter PCR-Bedingungca crwies. konnte gezeigt werden, daB bd Verwendung einer thermostabUen Pyro- 
phosphatase aus TTiermus thennophilus die effektive AmpUfizierung von 10 kb langen Lambda DN A-Fragmen- 
tenmdglichwar. , ^ ^ . . „ 

Trotz der oben beschriebenen Optimierungen der PCR besteht nach wie vor em Bedurfnis, langere PCR- 
Fragmente spezifisch und in zufriedenstellenden Ausbeuten zu amplifiziercn. 

Insbesondere lag der Erfmdung die Aufgabe zugrunde. fur die spezifische Vervieimitigung von Nuklemsaure- 
sequenzen. die groBer als 20 kb sind. MaBnahmen zur Verfugung zu steDen. durdi die die un Stand der Technik 
beschriebenen Nachteileiiberwundenwerdea 

Die Aufgabe wird dadurch gelost. daB eine Mischung bestehend aus einer thermostabilen DNA-Polymerase 
mit proofreading-Akdvitat, einer thermophilen DNA-Polymerase ohne proofreading-Aktivitat sowie einer ther- 
mostabilen Pyrophosphatase zur Vervielfaltigung von gi^Beren Nukleinsauresequenzen mittels PCR-Reaktion 
verwendet wird Als vorteilhaft hat sich erwiesen. wenn die DNA-Polymerase ohne proofireading-Aktivitat dabei 
im OberschnB vorliegt. vorzugsweise in einer mindestens B-fach hdheren Konzentration als das Enzym mit 
proofreadmg-AktivitaL Die Pyrophosphatase liegt in einem Verhaltnis von 0.5-0.1 Units zu ca. emer Umt 
gesamtenPolymerasen-Konzentrationvor. _j j. j- j - 

Eme weitere Ausfuhnmgsfonn der Erfmdung ist. wenn em oder zwd Enzyme verwendet werden, die die drei 
55 fur die Enzymmischung erf drderfichen Enzymakdvitaten aufweisen. 

Fur die proofreading-Aktivitat aufweisende Polymerase kommen beispielsweise DNA-Polymerasen aus Py- 
rococcus furiosus (Pfu). aus Pyrococcus spezies GB-D. Thermotoga maritima CTmaX aus Pyrococcus woesu 
(Pwo. DSM 3773X aus Thermococcus litoralis (Tli) oder Sulfolobus solf ataricus (Sso) in Betracfat Fur das Enzym 
ohne proofreading-AkdvitSt haben sidi Taq DNA-Polymerase oder entsprechende Analoge wie Kirataq I 
(N-terminal verkurztes EnzymX das Klenowfragment der DNA-Polymerase I aus T, aquaticus (DSM 625) oder 
andwe Polymerasen aus Thermus spedes (Tdi, Tfl. Tfi. Tbr) als geeignet erwiesen. Fur die Pyrophosphatase 
(PPase) kommen beispielsweise Enzyme aus Thermus thennophilus (TAh, DSM 579). oder anderen Thennus- Ar- 
ten we T. aquaticus, sowie Enzyme aus thermophilen Ardiaebacterien wie Sulfolobus addocaitarios oder 
Thermoplasma acidophilum m Betracht ErfmdungsgemaB bevorzugt ist eme Mischung von Pwo und Taq nn 
Verhaltnis von ca. 1 : 10 und ein VerhSltnis dieser Mischung zu PPase (Thermus thennophilus) von ca. 3.5 : 1 . 

Die Enzymmischung der Erfmdung kann neben der VervielMtigung langer Fragmente auch vorteilhaft zur 
Mariderung von langen DNA-Fragmenten mit modifizierten Nukieodden eingesetzt werden. Lange Fragmente 
bedeuten insbesondere Nuklemsauresequenzen, die 20 kb oder mehr aufweisen. In besdmmten Rllen konnte 
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mit der eriindangsgemaBen Mischung eine spezifiscfae Aiiq)lifikadon mh guter Ausbeute fur DNA-Fragmeitte 
bis zu ca. 50 kb exzieh werden. 

PGR Methoden die eriauben wOrden langere PGR Produkte mit grdBerer ^izienz zu amplifizicren, wurden 
Genom Mapping und Sequenzieraiig, sowie die Klonienmg und Mutagenese von groBen Sequenzbereichen 
sowie die Diagnostik von Deletionen erieichtem. 5 

Daruber hinaus hangen die optimalen Reaktionsbedingungen, wie Inkubationszeit, Temperatur, Pufferbedin- 
gungen, die Magnesium (Mg^^)-Konzentration bzw. die Konzentration der Enzymmischung vom jeweils ver- 
wendeten Template/Primer-Paar ab mid sollte jeweils tndividueU bestimmt werden. Entsprechende Vorversuche 
gehdren zu den fur den Fachmami ublichen Mafinahmen. 

Darauf aufbauend hat sidi nun Qberraschenderweise ergeben, daB eine Mischung, die eine Gesamt-Enzym- lo 
konzentradoa im Bereich von 0^—5 U/Testansatz aufweist, vorzugsweise haben sich ungelahr 2J5 U/Testansatz 
ais optimal erwiesen. Fur den Testansatz werden ublicherweise 50 }il verwendet 

Als optimale Mg^'^'-Konzentradon hat sidi in den meisten Fallen ein Bereidi von 0^~5 mM, vorzugsweise ca. 
1^—3,0 mM, erwiesen. In der Regel wird MgQ2 verwendet; die ubiiche Konzentration betrigt ca. 2^ mM. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung ist eine Enzymmischimg, bestehend aus einer thermostabHen is 
DNA-Polymerase mit proofreading-Aktivitat, einer thermophilen DHA-Polymerase ohne proofreading-Akdvi- 
tat sowie einer thermostabilen Pyrophosphatase und Zusatz dner spezieQen Reakdonspuff er-Salz-Mischung. 

Als Reaktionspuffer-Saiz-Misdiung erwies sich eine Pufferldsung auf Basis von Tridne-Ammoniak und 
weiterer Salze als vorteilhaft ErfindungsgemaB hat sidi insbesondere eine Konzentration der Puff erkomponen- 
te ini Bereich von ca. 5— 100 mM, voizugswdse von ca. 50 mM, sowie die Anwesenheit bestimmter Salze als 20 
vorteilhaft erwi^en. Als Salz hat sich Ammoniumsulfat und zwar in einer Konzentration von ca. 5—25 mM, 
bevorzugt von 7,5— 10 mM als besonders vorteilhaft erwiesen. Der pH-Wert fur die Amplifikation liegt erfin- 
dungsgemaB bd ca. 8^— 9.2; bevorzugt bei ca. 9,0. 

Die Verwendung von DMSO als weiteres Addidv in einem Konzentrationsbereich bis zu ca. 10%, bevorzugt 
2—4% hat sidi als weiterer Vorteil erwiesea Daruber hinaus kann die PCR-Reakdon erfindungsgemaB durch 25 
den Zusatz weiterer Substanzen wie beispielsweise Rinderserumalbumin in einer Konzentration von bis zu ca. 
100 lig/ml, SH-Reagenzien wie Dithiothreitol oder beta-Mercaptoethanol ublicherweise in einem Konzentra- 
donsbereich von 1,0 bis 80 mM, vorzugsweise 50 mM, oder ein Detergenz wie beispidsweise Tween 20 oder 
Nonidet NP40 in einem Konzentradonsbereich von 0^01 fns 5,0%, vorzugsweise ca. 0,05—0,5%, Spermidin oder 
Glycerin in Gbiichen Konzentradonen weiter verbessert werden. 30 

£s hat sidi daruber hinaus gezetgt daB die oben beschriebene ReakdonspuSTer-Salz-Mischung, die einen 
Tridne-Ammoniak-Puffer mit dner Konzentration von ca. 50 mM, Ammoniumsulfat mit einer Konzentration 
von 7,5—25 mM, 2—4% DMSO, 0,1 % TWEEN 20 und Mercaptoethanol mit einer Konzentration von ca. 10 mM 
aufweist, sich nicht nur fur solche PCR-Reakdonen als Reakdonsgemisch dgnet, die mit der erfindungsgemafien 
Enzymmischung, sondem mit anderen bekannten MaBnahmen durchgefOhrt werdea Dies ist den Abb. 2 und 5 35 
zu entnehmen. 

Fur die erfindcngsgemaBe Amplifikation von langen Fragmenten, hat sich msbesondere eine Temperatur fur 
den Verlangenmgsschritt von ca* 66— 70* Q vorzugsweise von SS'^C als vorteilhaft erwiesen. Die Elongationszdt 
betragt zwiscfaen ca. 10 und 35 Minuten, und hangt stark von der Lange des zu amplifizierenden Fragments ab. 
Fur DNA-Fragmente von 30 kb haben sich faier insbesondere 20 Minuten, fur Fragmente von ca. 40 kb ca. 40 
27 Minuten und fur DNA-Fragmente in der Grobenordnung von 50 kb ca. 35 Minuten, als vorteilhaft erwiesen. 
Die Elongationszeit sollte nach dem 10. Zyklus um jeweils 5—20 Sekunden pro Z^us verlangert werden. 

Fur die Denaturierung wahrend der Zyklen hat sich insbesondere eine Temperatur von ca. 92—94*0 bewahrt, 
vorzugsweise 92* C; die Denaturienmgszeit soihe ca. 10 Sekunden betragea Daruber hinaus hat sidi die 
Verwendung von ultradunnen Reagiergefafien mit einem Volumen von ca. 0,2 ml als besonders vorteilhaft 45 
erwiesea 

Ein fur die Nuklelnsaure-Ampiifikation verwendetes Reagenz besteht im wesentlichen aus zwd Emzehni- 
schungea Die erste Mischung endialt die jeweilige Template-DNA, wie z. B. genomische DNA oder rekombi- 
nante DNA (z. B. Cosmide) in einem Konzentrationsberdch von ca. 1 bis 500 ng/Ansatz mit sogenannten 
upstream- und down-stream-Primem (vorzugsweise je ca. 300 nM) und samdiche fur die DNA-Kettenverlange- so 
rung erforderlichen Nukieotide (Nukleoddtriphosphate), wie dATP, dCTP, dGTP und dTTP. Fur die einzebien 
Nukleotide hat sich in der Regel eine Konzentration von jeweils 200—600 (iM; bevorzugt 500 (iM, als besonders 
geeignet erwiesea 

Die zweite Mischung enth^t im wesentlichen den fur die PCR-Reakdon erforderlichen Puffer und die 
erfindungsgemaBe Enzymmischung in einer entsprechend hdher konzentrierten Form; so daB sich nach Vermi- 55 
sdiung mit der ersten Mischung die erfindungsgemaBen Konzentradonen ergebea Fiir die AmpUHkadon von 
langen Fragmenten haben sich Reaktionsansatze von 10 bis 100 ml, vorzugsweise 50 |d als vortdlhaft erwiesea 
Nach Zusammenmisdiung der Einzehnischungen wird die Probe in ein entsprechendes Thermocyder-Gerat 
eingebracht und zunachst zur Trennung des Doppelstranges des jeweiligen DNA-Fragments denaturiert (bei 
92*C 2 Minuten). Daran schlieBen sich die emzelnen Cyden der PGR 60 
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Primerveizeichnis 

SEQIDNO:! 

tPA Primer 1 : 5'-CCT TCA CTG TCT GCC TAA CTC CTT CGT GTG TTC 

C-3' 

SEQK)N0:2 

tPA-Primer 2: S-TGT CTC CAG CAC ACA GCA TGT TGT CGG TGA C-3' 



SEQIDNO:9: 

Beta-Globin Primer 6: 5'-CCTTCACCATGTCCCTGCAAAGAC-3' 



10 



SEQIDNO:3 

tPA-Primer 3: S'-CAA AGT CAT GCG GCC ATC GTT CAG ACA CAC C-3' ^ 

SEQn)NO:4 

Beta-Globin Primer 1: 5'-CAC AAG GGC TAC TGG TTG GCG ATT-3' 

20 

SEQIDNO:5 

Beta-Globin Primer 2: 5'-AGC TTC CCA ACG TGA TCG CCT T-3' 
SEQIDNO:6 

Bela<}lobm Primer 3: 5'-CACTTGTTT AGGCCTTAGCGGGCT-3' 
SEQIDNO:? 

Beta-Globin Primer 4: 5'-TGC TGC TCT GTG CAT CCG AGT G-S' 

SEQID<NO:8 35 
Beta-Oobin Primer 5: ^-TGA GAC TTT TGT CCC AGC AGG TGT-3' 



25 



30 



40 



SEQIDNO 10: 

Lambda Primer 1: ^-CTG ATG AGT TCG TGT CCG TAC AAC TGG CGT AAT 45 
C-3' 

SEQIDNOll: 

Lambda Primer 2: 5'-GTG CAC CAT GCA ACA TGA ATA ACA GTG GGT » 
TAT C-3' 

SEQIDNO 12: 

Lambda Primer 3: ^-GAAACC ATG CAG GAG ATT AAC ACT CTG CTG 
ATCG-y 



60 



65 



5 



DE 196 12 779 Al 



SEQIDN0 13: 

Lambda Prim^ 4: 5'-GAA AGT TAT CGC TAG TCA GTG GCC TGA AGA 
GACG-3' 



SEQIDN014: 
Lambda Primer 5: 



S'-ATT ATG TCG GTG ATA CTT CGT CGC TGT CTC-3' 



SEQIDN015: 
Lambda Primer 6: 



5'-TAA TGC AAA CTA CGC GCC CTC GTA TCA CAT-3' 



SEQIDN016: 
Lambda Primer 7: 



5'-CGG TTT AAG GCG TTT CCG TTC TIC TTC GTC-3' 



SEQroNOl?: 
tPA Primer 4: 



y-CCT TCA CTG TCT GCC TAA CTC CTT CGT GTG TTC 
C-3' 



SEQIDN018: 
tPA Primer 5: 



y-ACT GTG CTT CCT GAC CCA TGG GAG AAG CGC CTT 
C.3' 



Legenden zu den Abbildungen 
Abb.l 

An^)Iifikation von23 kb (Spur 2^ 24 kb (Spur 3), 27 kb(Spur4), 283 kb(Spur5X29S kb (Spur 6X31 kb(Spur 7) 
und 35 kb (Spur 8) Fragmenten aus humaner, geaomischer DNA mit Taq/Pwo/PPase-Enzynunischung (erfin- 
dungsgemiBj^ 

Abb.2 

Amplifikation eines 283 kb Fragments aus dem humanen beta-Globm Gen ndt Taq/Pwo-Miscfaung ohne 
PPase (Stand der Tedmik. Spur 3) und Taq/Pwo/PPase-Mischung (erfindungsgem§B, Spur 4) mh Tris Puffer 
(Stand der Technik, Spur 5) und Tiidne-NHa-Puff er (erfindungsgemaB. Spur 6). 

Die Enzynmiisdiung mh PPase zeigt bei jeder Pufferbedingung deutlich mehr PCR-Prodakt ais die Enzymnu- 
schung ohne PPase. Kne welter verbesserte Produktausbeute wird in Kombination der Enzymmischung mit 
PPase mit einemTricine-NHr Puffer erzielt 

Abb. 3 

AmpBfikation von 20 kb, 25 kb. 30 kb, 35 kb, 40 kb und 47 kb aus Lambda DNA mit Taq/Pwo/PPase-Enzym- 
mischung (erfodungsgemaiBX 

Abb. 4 

Amplifikation von 20kb,25kb,30kb,35,kbund40kb Fragmenten aus Lambda DNA mit Taq/Pwo-KCschung 
ohne PPase und Tris-HQ-Puffer (Stand der Tecfanlk) und Taq/Pwo/PPase-Mischung und Tricine-NH3-Puffer 
(erfindungsgemaB) unter Verwendung von limitierender Menge an Lambda DNA Dabei bedeuten: 
Spur 3: 20 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HQ-Puffer 
Spur 5: 25 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HQ-Puffer 
Spur 7: 30 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HQ-Puffer 
Spur 9: 35 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HQ-Puffer 
Spur 1 1 : 40 kb Fragment mit Taq/Pwo-Mischung ohne PPase- und Tris-HQ-Puffer 
Spur 4: 20 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tridne-Ammoniak-Puffer 
Spur 6: 25 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tridne-Ammoniak-Puffer 
Spur 8: 30 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tridne-Ammoniak-Puffer 
Spur 10: 35 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung undTricine-Ammoniak-Puffer 
Spur 12: 40 kb Fragment mit Taq/Pwo-PPase-Mischung und Tridne-Ammoniak-Puffer. 

Die Enzymmischung mit PPase zeigt bei alien Langen deutlich mehr PGR Produkt als die Enzymmischung 



DE 196 12 779 Al 



ohnePPase. 

Abb. 5 

Amplifikation ernes 15 kb Fragmentes aus dem tPA-Gen atis humaner genomischer DNA mit Taq/Pvo-En- 5 
zymmischung (Stand der Tecfanik) und Tris-HQ-Puffer (Stand der Technik) sowie Taq/Pwo-Enzymmischung 
(Stand der Technik) und Tridne-NHs-Puffer (erfmdungsgemafl). 

Die Verwendung des Tricine-NHr Puffer zeigt deutlich mehr PCR-Produkt in Kombinadon mit Taq/Pwo-En- 
zymmischung als die Verwendung von Tris-HQ-Puffer. 

Spur 1 und 2: 15 kb Fragment aus tPA-Gen mit Taq/Pwo-Enzymmischungund Tris-HG-Puffer lo 
Spur 2 und 3: 15 kb Fragment aus tPA-Gen mit Taq/Pwo-Enzymmischung und Tridne-NHj-Puffer. 
Die folgenden Beispiele verdeutlichen die Erfincbmg weiter : 

Beispiel 1 

15 

In den gezeigten Beispielen wurde ais Taq/Pwo/PPase Enzymmischung (er&idungsgemaB) die thermostabDen 
Polymerasen von Thennus aquaticus (Taq) und Pyrococcus woesii (Pwo) sowie die thermostabile PPase von 
Thermus tirermophflus verwendet Das Mischungsverhaltnis der beiden Polymer^en war 10 : 1 (TaqrPwo) nach 
Akdvitat (Units). Das Mischungsyerfaaltnis Polymerasen zu PPase war 3^ : 1 nach Aktivitat (Units). Eine typi- 
sche Enzymmischung war 3^ U Taq Polymerase + 03 U Pwo Polymerase + 1 U PPase pro Die Enzymmi- 20 
schung wurde in Lagerpuffer (20 mM Tris/HO, pH 7^ (20**^ 100 mM Ka 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, OJS% 
Tween2a0^% Nonidet P40, 50% Glycerin) bei -20'*Cgelagert 

Die Polymerase-Ketten-Reakdon (PGR) wurde im 50 ^ Vohnnen durdigefuhrt Die Reakdonsbedingungen 
fur die Enzynunisdiung war wie fblgt: 

25 

PCR-Puffer: 7J5 mM (NH4)2S04; 50 mM Tridne/NHs (20*C) DMSO 2%, OJS% Tween 2(^ 50 mM Mercaptoetha- 
noi pH9fl 
Mga2:235mM 
Enzymmischung: 2jS U (0,75 jil) 

dNTP: 500 jiM (jeweils) 30 
Primer forvrard: 300 nM 
Primer reverse 300 nM. 

Als Template wurde 250 ng genomische DNA (human) verwendet Folgende Primerpaare und Bedingungen 
wurden verwendet: 3S 

1) Beta-dobin Primer 1 + 2 (23 kb) 

2) tPA-Primer 1 + 2(24 kb) 

3) tPA Primer 1 + 3(27 kb) 

4) Beta-GlobinPrimer3 + 2(283 kb) 40 



5) Beta-Globm Primer I + 4 (29^ ld>) 

6) Beta-Globin Primer 1 + 5(31 kb) 

7) Beta-Globin Primer 6 + 2 (35 kb). 

Der PGR Ansatz wurde uber zwei Mastemuxe hergestelit: 
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IComDonente 


Volnmen 


Endkonzentration in der 






PCR 








Steriles biciesLH-»0 


bis zu25 id 




lOmMdATP 


2,5 ul 


500jiMdATP 


lOmMdCTP 


2,5 lil 


500 |iM dCTP 


10 mM dGTP 




500 iiM dGTP 


lOmMdTTP 


2,5 


SOOpMdTTP 


downstream Drinier 


X ul 


400 nM doifVnstream ptimer 


imstream Dnmer 


X id 


400 nM upstream primer 


template DNA 




250 ng genomische DNA 


Mastermix 2: 






Steriles bidesL H2O 


bis zu 25 pi 




5 X Puffer 


10 111 


Ix 


F.tigymmhr 


0,75 Hi 


2,6 units 



Kurz vor ZyUusbegiim auf Eis Mastennix 1 (25 ^I) und Mastennix 2 (25 ^1) zusammen pipetderen. Gut 
mischen (es muB gewahrieistet sein, daB die Komponenten gut durchmischt sind) und Reaktionsansatz mit SO (il 
Mineraldl bedecken. 

Die Amplifikationen wurden in einem Perkin Elmer GenAmp 9600 Thermocycler mit folgendem Qyclepro- 
graimn durchgefuhrt: 



Ix 



Denatorieruzig f&r 2 NCn. bei 92°C 
Denaturienmg fur 10 Set bei 92*'C 



lOx 



Annealing fOr 30 Sek. bei 65°C 
Elongation fur 15 - 25 Min.* bei 68°C 
Denatunerung fur 10 Sek. bei 92''C 



2Qx 



Annealing fiir 30 Sek. bei SO^'C 

Bongation fur 15 - 25 Min.* bei 68**C + CJycle 

Verlangerang fOr 20 Sek. fur jeden weiteren Cycle 



Ix 



7 Min. bei 68°C 



** Die Elongationszeit ist abhangig von der Fragmentlange. Der Zusammenhang 
zwischen Produktlange uhd Elongationszeit ist in der folgenden Tabelle aufgelisteL 



PGR Fragmendinge (kb) 


20 


25 


30 


35 


40 


45 


Elongationszeit (Minuten) 


15 


19 


22 


26 


30 


34 



20 \d des eriialtenen PCR Produktes wurde auf einem 0,5%igen Agarose-Gel analysiert 
Abb. 1 zeigt die Amplifikation von 23kb, 24 kb, 27 kb, 283 lib, 293 kb, 31 kb und 35 kb Fragmenten aus 
humaner, genomischer DNA mit Taq/Pwo/PPase-Enzymmischung (erfimluzigsgemaB). 

Beispiel2 

Die Amplifikationsbedinguiigen waren identisch wie im Beispiel i. Neben der Taq/Pwo/PPase Enzymmi* 
schung und des Tricine-KHrPuffers wurde noch dne Taq/Pwo Enzymmischung mit dem Verfaaltnis 10 : 1 nach 
Units und ein Tris-Ha-Puffer (50 mM Tris-HQ pH 9 A 16 mM (NH4)2S04, DMSO 2%, Tween 20^ 1 %, 2,25 mM 
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MgCl2) verwendet 

Template DNA (human-genomische DMA) war 250 ng. Als Primer wurde Beta-Globin Primer 3 als forward 
Primer imd Beta-GIobin Primer 2 als reverse Primer verwendet 

Abb. 2 zeigt die Amplifikation eines 28^ kb Fragments aus dem hmnanen beta-Globin Gen mit Taq/Pwo-Mi- 
schmig ohne PPase (Stand der Technik) und Taq/Pwo/PPase Miscfaung (erfindungsgemaS) mit Tris Puffer (Stand 5 
der Technik) mid Tridne-NHa Puffer (erfindungsgema&X 

Die Enzymmischung mit PPase zeigt bei jeder Pufferbedingung deutlich mehr PCR Produkt als die Enzymmi- 
schung ohne PPasa Die gr56te Produktausbeute wird aber nur m der Kombination von Enzymmischung mit 
PPase und dem Tridne-NHa Puffer erzielt 

10 

Beispiel 3 

Eine Reihe von verschiedenen PCR Fragmenten wurden aus 10 ng Lambda DNA ampli^ert Die Bedingun- 
^en fOr die PCR Reaktion sowie das Cycle Programm waren wie in Beispiel 1 beschrieben mit folgenden 
Anderungen. 15 

£s wurden 25 Zyklen mit folgende Primerpaare und Bedmgungen verwendet: 

1) Lambda Primer 1 und 2 (20 kb) 

2) Lambda Primer 1 und 3 (25 kb) 

3) Lambda Primer 1 und 4 (30 kb) 20 

4) Lambda Primer 1 und 5 (35 kb) 

5) Lambda Primer 1 und 6 (40 kb) 

6) Lambda Primer 7 und 6 (47 kb). 

Abb. 3 zeigt die Amplifikation von 20 kb, 25 kb, 30 kb, 35 kb, 40 kb und 47 kb aus Lambda DNA mit Taq/Pwo/ 25 
PPase-Enzymmischung (erfindungsgemaB). 

Beispiel 4 

Die Amplifikationbedingungen als auch die Zyklenbedingungen waren wie im Beispiel 3 aufgefuhrt, mit 30 
folgenden Andenmgen: 

Die Menge an Lambda DNA war 10 pg fur das 20 kb und 25 kb Fragment und 1 ng fOr die anderen BeispieleL 

IMe Taq/Pwo Enzynunisdmng sowie der dazu verwendete Tris-HC3-Puffer ist wie unter Beispiel 3 beschrie- 
ben. 

Abb. 4 zeigt die Amplifikation von 20 kb, 25 kb, 30 kb, 35, kb und 40 kb Fragmenten aus Lambda DNA mit 35 
Taq/Pwo-Nfischung ohne PPase und lYis-HG-Puffer (Stand der Tedmik) und Taq/Pwo/PPase Mischung und 
Tridne-NHs Puffer (erfindungsgemaB) unter Verwendung von iimitierender Menge an Lambda DNA 

Die Eszymmischimg mit PPase zeigt bei alien Langen deutiich mehr PGR Produkt als die Enzymmischung 
ohne PPase. 

40 

Beispiel 5 

Die Amplifxkationsbedingungen entspredien den in Bdspiel 1 (THcine-Puffer) und Beispiel 2 (Taq/Pwo-En- 
zymmischung und Tris-Puffer) beschriebenen. Als Ten^ilate-DNA (human genomische DNA) wurden 50 ng 
eingesetzt Als Primer wurden TPA-Primer 4 (forward) und tPA Primer 5 (reverse) eingesetzt; die Annealing- 45 
Temperatur betrug 63^ C; die Elongationszeit war 1 0 N^utea Es wurden 30 Zyklen durchgefuhrt 

Ahb. 5 zeigt, daS die. Verwendung des Tridne-NHj-Puffer deutlich mehr PCR-Produkt in Kombination mit 
Taq/Pwo-Enzymmischung als die Verwendung von Tris-HCl-Puffer ergibt 

50 
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SequenzprotokoD 
ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 

(B) STRASSE: Sandhofe Str. 1 16 
(Q ORT: Mannheim 

LAND: Deutscbland 

(F) POSTLETTZAHL: D-68305 

(G) TELEFON: 0621/759-3277 

(H) TELEFAX 0621/759-4457 

Qi) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfehien zur spezifischen Verviel- 
fatdgung von lai^en Nukldnsamen ditidi die PCR 

(ui) ANZAHL DER SEQUENZEN: 16 

Civ) COMPUTER-LESBAREFASSUNG: 
(A) D ATENTR GEEL Hoppy disk 
OB) COMPUTER: IBM PC conqwtible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentlh Release #1.0, Version #1.30B (EPA) 

(v) DATENDERPRIORITATSANMELDUNG: 
ANMELDENUMMER: 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 34 Baseiqaffle 
C3)ART:Nudeotid 

(C) STEIANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Qi) ART DESMOIEiwOLS:otiier nucleic add 
(A) BESCHREBUNG: /desc = "Prima" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

CCTTCACTGTCTGCCTAACTCdTCGTGTGlTC 34 
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ANGABEN ZU SEQ ID NO; 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 3 1 Basa^aare 
CB)ART:Nucleolid 
(Q STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(li) ART DES MOI^KULS: otho: nucleic acid 
(A) BESCHRETOUNG: /desc = "Primra" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

TGTCTCCAGCACACAGCATGITGTCGGTGAC- 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

0) SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 31 Basetq)aaie 
08)ART:Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Enzelsteang 

(D) TOPOLOGIE: line^ 

Qi) ART DESMOLEKtJLS: other nocleic add 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xO SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

CAAAGTCATGCGGCCATCGTTCAGACACACC 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZJCENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Baseiqiaace 

(B) ART: Nucleotid 

(Q STRANGFORM: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE; linear 

(v) ART DESMOLEKOLS: other nucleic add 
(A) BESCHREIBUNG; /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

CACAAGGGCTACTGGTTGGCGATT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO; 5: 

01) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Baseapaax 

(B) ART:Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGBS: linear 

(ii) ART DESMOLEKULSrodier nucleic add 
A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ BONO: 5: 

AGCrrcCCAACGTGATCGCCTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANC^ 24 Baseopaaie 

(B) ART:Nucleotid 

(C) STRANGFORM: EInzelstiang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

01) ARTDESMOI£K0LS:od]er nucleic add 
(A) BESCHREDBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREEBUNG: SEQ ID NO: 6: 

CACTTGTrTAGGCCnTAGCGGGCT 



^) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

® SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 22 Basenpaare 

(B) ART:Nucleotid 

(Q STRANGFORM: EinzBlstrang 
(D) TOPOLOCHE: linear 

(n) ART D^MOLEK0LS:otiter nucleic add 
(A) BESCHREEBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHRHBUNG: SEQ ID NO: 7: 

TGCTGCTCTGTGCATCCGAGTG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART:Nucleotid 

(C) STRANGFOKM: Eiozelstiang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ARTDESMOLEKOLS: otiier nucleic add 
(A) BESCHRETOUNG: /desc = "Primer" 

(xQ SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

TGAGACTTTTGTCCCAGCAGGTGT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basei4)aarB 

(B) ART:Nacleotid 

(Q STRANC^ORM: Einzdstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART D^MOLEKULS: other mideic add 
(A) BESCHREBUNG: /desc = "Primer" 

(ad) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

CCTTCACCATGTCCCTGCAAAGAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZHCHEN: 

(A) LANGE: 34 Baset^aate 

(B) ART: Nudeotid 

(C) STEIANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

QT) ARTDESMOLEK0LS:.otIia>nudeit:add 
(A)BESCmEIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

CTGATGAGTTCGTGTCCGTACAACTGGCGTAATC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

Q) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaaie 

(B) ART:Nucleotid 

(Q STRANGFORM: Emzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(u) ART DIKMOLEKOLS: other nuddc add 
(A) BESCHREBUNG: /desc = "Primer" 

(jd) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 11: 
GTGCACCATGCAACATGAATAACAGTGGGTTATC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICaiEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaaie 

(B) ART:Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Epizelstiaag 

(D) TOPOLOGIE: line&r 

(u) ART DESMOLEKULS: other miclric acid 
(A) BESCEIREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xO SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 12: 
GAAACCATGCAGGAGATTAACACTCTGCTGATCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

Q SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basoipaaie 

(B) ART: Nocleotid 

(Q STRANGFORM: Einzdsttang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DESMOLEK0LS:odier nucleic add 
(A) BESCHREBUNG: /desc = "Primer" 

(jd) SEQUENZBKCHREBUNG: SEQ ID NO: 13: 

GAAAGTrATCGCTAGTCAGTGGCCTQAAGAGACG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Baseaipaaie 

(B) ART:Nucleotid 

(Q STRANGFORM: Eiozelstnmg 
(D)T0POL0GIE: linear 

(ii) ART DESMOLEBCt)LS: other nucleic add 
(A)BESCHREBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: . 

ATTATGTCGGTGATACTTCGTCGCTGTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaaie 

(B) ART:Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Cu) ART DESMOLES0LS:odier nucleic add 
(A)BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(yd) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

TAATGCAAACTACGCGCCCTCGTATCACAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

CO SEQUENZKENNZEICHEN: 
(A) LANGE: 30 Baseapaars 
CB)ART:Nudeotid 

(C) STRANGFORM: Enzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ARTDESMOLEKt3LS:otiiernudeicacid 
(A)BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

CGGnTAAGGCGTTTCCGTTCTTCTTCGTC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZmaEEN: 
(A) LANGE: 34 Basenpaaie 
^) ART: Nudeotid 

(C) STRANGFORM: Hnzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Oi) ART DESMOLEBC0LS:odier nucleic acid 
(A) BKCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
CCTrCACTCTCTGCCTAACTCCrrCGTGTGTTCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Baseiqaaie 

(B) ART:NTicleotid 

(C) STRANCffORM: EnzBlstraog 

(D) TOPOLOGIE: linear 

Cu) ART DESMOLEKOLS: other nudac arid 
(A) BKCHREIBUNG: /desc = "Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
ACrGTGCTTCCTGACCCATGGGAGAAGCQCCTTC 34 

Patentanspruche 

1. Verfabren zur spezifischen VervieMtigung von ein- oder doppdstringigen DNA-Fragmenten in Gegen- 
wart mindestens eines geeigneten Primer-Paares. mner zwischen pH ^ und 9^ puffernden Substanz, 
samtiidier fur die DNA-Kettenverlangening erforderlichen Nukleotide (dNTPs) und einer Enzymmi- 
schung, dadufch gekeiinzeidmet, daB die Enzymmischung aus einer thermophilen DNA-Potymerase mit 
proofreading-Akdvitat, einer thermophilen DNA-Polymerase ohne proofreacfing-Aktivitat und einer ther- 
mostabiien Pyrophosphatase besteht und nach gegebenenfalls stattgefundenem Denaturieningsschritt, der 
Elongationsschritt zwischen 10 und 35 Mmuten bei 66— 70*C durcfagefOhrt wird. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekcnnzeichnet, daB ein- oder doppelstringige DNA-Fragmente, 
die langer als 20 kb sind, amplifiziert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, daduith gekennzeichnet, daB als puffemde Substanz Tricine-Animoni- 
ak verwendet wird und Ammoniumsulf at verwendet winL 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der Tricine-Ammoniak-Puff er m einer Konzen- 
tration von 5—100 mM und Ammoniumsuifat in einer Konzentration von 5— 20 mM voriiegt 

5. Verfahren nach Anspruc* 1, Z 3 oder 4, dadurdi gekennzeichnet, daB die Enzymmischung eine DNA- 
Polymerase ohne proofreading-Aktivitat im OberschuB aufweist 

6. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch gekennzeichnetp daB die thermostabile 
Pyrophosphatase in einem Verhaltnis von ca. 0^—0,1 Enheiten zu ca. 1 Emheit der gesamten Polymerase- 
akdvitat voriiegt j o « 

7. Verfahren nadi einem der vorangegangenen Anspruche, dadurdi gekennzeichnet, daB die Enzymmi- 
schung eine DNA-Polymerase erhaltlich aus Pyrococcus woesii. eine DNA-Polymerase erhaltlich aus 
TTiermus aquaticus und eine Pyrophosphatase erhaltlich aus Thermus thermophilus aufweist, wobei die 
Gesamtenzymaktivitat ca.Q,5 U bis 5,0 U in der Reaktions m isc h u n g betragt 

8. Verfahren nach einem der vorangegangenen Ansprudhe. dadurch gekennzeichnet, daB Magnesiumionen 
in einem Konzentradonsbereich von OJS bis 5,0 mM zugegen sind. 

9. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB Magnesnumonen 
in emem Konzentrationsbereidi von ca. 1,5 bis 3,0 mM zugegen sind und/oder die Konzentration der 
einzelnen dNTPs jeweils fiber 200 iiM betragt 

1 0. Verfahren nach einem der vorangegangenen Ansprudie, dadurch gekennzeichnet, daB ungeBhr 5 bis 10 
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mM Aramoniurnsulfat in der Reaktionsmisdiung, die einen Ausgangs-pH-Wcrt von ca. 9fi aufweist, vorhan- 
den sind. 

1 1. Verfahren nach einem der vorangegangenen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Elongalion- 
stemperatur ca. 68*C betragt 

IZ Enzymmischung bestehend aus einer thermophilen DNA-Polymerase mit proofreading-Aktivitat und 5 
einer thermophilen DN A- Polymerase ohne proofreading- Aktivitat im Verhaitnis 1:10 sowie einer Mi- 
schung dieser Polymerasen zur Pyrophosphatase erhaltlich aus Thermus thermophilus im Verhaitnis 3^ : I 
wobei die Konzentration der Enzyme so angelegt ist daQ sie bis 5»0 Einheiten/Volumen Reaktionsmi- 
schung betragt und die Reaktionsmischung einen Trictne-Ammoniak-Puffer sowie ein Ammoniumsalz 
enthalt lO 

13. Enzymmischung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet daB eine DNA-Polymerase aus erhaltlich 
Pyrococcus woesii, eine DNA-Polymerase erhfiltlich aus Thermus aquaticus und eine Pyrophosphatase 
erhaltlich aus Thermus thermophilus sowie Magnesiumionen in einer Konzentration von 0J5 bis 5,0 mM 
enthalten sind. 

14. Verwendung der Enzymmischung gemaB Anspruch 1 2 oder 13 zur Vervielfiltigung langer DNA-Frag- is 
mente und/oder Markiening von DN A-Fragmenten mit modifizierten Nukleotidea 

15. Verwendung gemaB Anspruch 12 oder 13 dadurch gekennzeichnet, daB DNA-Fragmente langer als 
20 kb erzielbar sind. 

16. Verwendung einer Mischung, die einen Tricine-Aromoniak- Puffer in einer Konzentration von ca. 5— 100 
mM, Ammoniumsulfat in einer Konzentration von ca. 5,0—25 mM, von ca. 2—4% DMSO, ca. 0,05—05% 20 
TWEEN 20 und Mercaptoethanol in einer Konzentration von ca. 10 mM aufweist zur Amplifizierung von 
DNA-Fragmenten. 
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